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EFEITO ALELOPATICO DA CIANOBACTERIA POTENCIALMENTE TOXICA
Raphidiopsis raciborskii SOBRE A MICROALGA VERDE Chlorella vulgaris

ALLELOPATHIC EFFECTS OF POTENTIALLY TOXIC CYANBACTERIA
Raphidiopsis raciborskii ON GREEN MICROALGAE Chlorella vulgaris

Jefferson Vitor Melo Cabral*
RESUMO

Os maiores problemas relacionados a eutrofizacdo dos ambientes aquéaticos é a
floracdo de cianobactérias, pois esses microrganismos podem comprometer a
qualidade da agua. A Raphidiopsis raciborskii € uma cianobactéria que vem ganhando
destagues em estudos pelo seu potencial tdéxico, além do sucesso competitivo diante
outras espécies fitoplanctonicas. As cianobactérias podem prejudicar as microalgas
verdes, organismos fundamentais para a ecologia dos mananciais hidricos. Uma
microalga que vem se destacando em estudos é a Chlorella vulgaris devido sua
importancia economia, essa espécie é comumente encontrada em lagos e rios por
todo mundo. Estudos apontam que C. vulgaris é sensivel aos aleloquimicos
produzidos por cianobactérias. Diante disso, o objetivo desse estudo € verificar 0s
efeitos alelopaticos de R. raciborskii e a saxitoxina sobre o crescimento de C. vulgaris.
O experimento teve a duracdo de 8 dias, retirando amostras para andlises nos dias O,
2,4, 6, 8. Foram realizadas andlises de taxa de crescimento, taxa de inibi¢cao e toxinas.
Para a analise estatistica foi utilizada a andlise de variancia para verificar diferengas.
A partir dos dados obtidos podemos observar que o biovolume de C. vulgaris em
exposicdo a R. raciborskii apresentou diferenca significativa (F1=13.54; p<0,01) a
partir do quarto dia de experimento, com maior biovolume de células em cocultura
com a cianobactéria nos dias 4 e 8. A alga verde também apresentou a maior taxa de
crescimento em cocultura com a R. raciborskii. Havendo a inibig&do de C. vulgaris pela
cianobactéria apenas no segundo e sexto dia, no quarto e oitavo dia houve um
estimulo no crescimento da microalga verde. J& R. raciborskii foi inibida a partir do
segundo dia de experimento e no sexto dia apresentou a maior inibicdo. A maior
concentracéo de saxitoxina ocorreu no oitavo dia no tratamento de cultura mista, com
7,67 ug L. Os resultados encontrados foram semelhantes a outros estudos,
sugerindo a resisténcia da alga verde para toxinas produzidas por cianobactérias. A
partir desses dados podemos concluir que a cianobactéria potencialmente toxica
Raphidiopsis raciborskii e a saxitoxina produzida n&o teve influéncia negativa no
crescimento da microalga verde Chlorella vulgaris.

Palavras-chave: Alelopatia. Fitoplancton. Cianotoxinas.

ABSTRACT

The biggest problems related to eutrophication of aquatic environments is the bloom
of cyanobacteria, as these microorganisms can compromise water quality.
Raphidiopsis raciborskii is a cyanobacterium that has been gaining prominence in

" Aluno de Graduacgao em Ciéncias Bioldgicas na Universidade Estadual da Paraiba — Campus |.
E-mail: jvitormeloc@gmail.com



studies for its toxic potential, in addition to its competitive success with other
phytoplankton species. Cyanobacteria can harm green microalgae, organisms
essential to the ecology of water sources. A microalgae that has been highlighted in
studies is Chlorella vulgaris due to its economic importance, this species is commonly
found in lakes and rivers all over the world. Studies show that C. vulgaris is sensitive
to allelochemicals produced by cyanobacteria. Therefore, the aim of this study is to
verify the allelopathic effects of R. raciborskii and saxitoxin on the growth of C. vulgaris.
The experiment lasted 8 days, taking samples for analysis on days 0, 2, 4, 6, 8.
Analysis of growth rate, inhibition rate and toxins was performed. For statistical
analysis, analysis of variance was used to verify differences. From the data obtained,
we can observe that the biovolume of C. vulgaris exposed to R. raciborskii showed a
significant difference (F1 = 13.54; p <0.01) from the fourth day of the experiment, with
a greater biovolume of cells in co-culture with cyanobacteria on days 4 and 8. The
green algae also showed the highest growth rate in coculture with R. raciborskii. There
was inhibition of C. vulgaris by cyanobacteria only on the second and sixth day, on the
fourth and eighth day there was a stimulus in the growth of green microalgae. R.
raciborskii was inhibited from the second day of the experiment and on the sixth day it
presented the greatest inhibition. The highest concentration of saxitoxin occurred on
the eighth day in the mixed culture treatment, with 7.67 ug L-'. The results found were
similar to other studies, suggesting the resistance of green algae to toxins produced
by cyanobacteria. From these data we can conclude that the potentially toxic
cyanobacteria Raphidiopsis raciborskii and the produced saxitoxin had no negative
influence on the growth of the green microalgae Chlorella vulgaris.

Keywords: Allelopathy. Phytoplankton. Cianotoxins.

1 INTRODUCAO

Os reservatoérios artificiais representam grande importancia nas regides
tropicais, principalmente no semiarido, por ser uma fonte de agua fixa, tendo em vista
que muitas dessas regides sofrem com a seca (DALU; WASSERMAN, 2018). No
entanto, esses reservatorios sdo constantemente impactados pelo aporte de
nutrientes, principalmente fosforo e nitrogénio, advindo de fontes externas,
intensificando a eutrofizacdo desses ecossistemas (DALU; WASSERMAN, 2018).

Os maiores problemas relacionados a eutrofizacdo dos ambientes aquaticos é
a proliferacdo, ou floracdo, de cianobactérias potencialmente toxicas (PAERL;
HUISMAN, 2009; O'NEIL et al.,, 2012; DALU; WASSERMAN, 2018). Esses
microrganismos Vvém ganhando destaque na comunidade cientifica pois
comprometem a qualidade da agua do reservatério e produzem compostos que
conferem odor e sabor para a agua (SILVONEN; JONES, 1999; HUANG; ZIMBA,
2019). Ademais, muitas espécies possuem 0 potencial de sintetizar metabdlitos
secundarios que podem vir a ser toxicos para a populagéo e animais que fazem o uso
da fonte de 4gua (FUNARI et al., 2017; FERRAO-FILHO; DA-SILVA, 2020). As toxinas
produzidas pelas cianobactérias (cianotoxinas) sao classificadas de acordo com o
orgao de acdo nos animais, podem ser: hepatotoxinas, neurotoxinas e dermotoxinas
(FUNARI; MANGANELLLI; SINISI; 2012; O'NEIL et al., 2012). Jochimsen et al. (1998)
relatou um caso de acidente com cianotoxinas, em um centro de dialise em Caruaru,
Pernambuco em 1996, o qual veio a ébito cerca de 50 pessoas, a toxina microcistina



foi encontrada no tecido hepatico de 17 pacientes que morreram. Os fatores que levam
a regulacao da sintese e liberacdo dessas toxinas ainda sdo desconhecidos (WALLS
et al., 2018).

Além do risco a saude, as floracbes de cianobactéria comprometem a
biodiversidade do ecossistema aquatico, visto que possuem uma gama de adaptacdes
gue permitem vantagens competitivas diante de outros competidores do fitoplancton
(HUANG; ZIMBA, 2019). Por exemplo, muitas espécies de cianobactérias sao
resistentes a baixa luminosidade; altas temperaturas (HAVENS et al., 2017; DALU
WASSERMAN, 2018); produzem células especializadas no estoque de nitrogénio, 0s
heterdcitos, se beneficiando quando esse nutriente estd em baixa concentragdo no
ambiente; apresentam acinetos, que sao células de resisténcias; e também sao
capazes de regular sua posigdo na coluna d’agua por vesiculas de gas. As toxinas
também desempenham papel contra o pastoreio do zooplancton sob as
cianobactérias, fazendo-os preferir se alimentar de outras algas a cianobactérias
(PAERL; PAUL, 2012).

Uma espécie que vem ganhando destaque em trabalhos cientificos é a
cianobactéria filamentosa, diazotréfica Raphidiopsis raciborskii (Woloszynska)
Seenayya and Subba Raju (antiga Cylindrospermopsis raciborskii), pertencente a
ordem Nostocales (BURFORD et al., 2016), encontrada em todos os continentes do
mundo (O’NEIL et al., 2012). Esta cianobactéria possui adaptagdes ecofisiologicas
citadas anteriormente que beneficiam suas floragdes, como a formacao de acinetos,
tolerando também baixas disponibilidades de nutrientes (BURFORD et al., 2016). R.
raciborskii possui o potencial de produzir a neurotoxina saxitoxina (STX) e
cylindrospermopsina (CYN), contudo, as cepas téxicas encontradas no Brasil
produzem apenas STX (ANTUNES; LEAO; VASCONCELOS, 2015; TESTAI et al.,
2016). Essas toxinas podem ser bioacumuladas no organismo predador e ser
transferida para o proximo nivel tréfico podendo chegar na dieta de humanos através
de peixes e crustaceos (HUANG; ZIMBA, 2019; TESTAI et al., 2016).

Cianobactérias séo relatadas por exercerem um potencial efeito alelopético e
letal em diversos organismos fitoplanctonicos ocasionando supresséao da atividade
esterase, reducdo do fotossistema e da atividade metabdlica e estresse oxidativo
(BARTOVA et al., 2011; ANTUNES; LEAO; VASCONCELOS, 2015). Essas vantagens
das cianobactérias em relacdo aos outros organismos fitoplanctdénicos podem
prejudicar as microalgas verdes, organismos fundamentais para a ecologia dos
mananciais hidricos, pois as microalgas sao fontes primordiais na alimentacdo de
zooplancton e peixes (SAFI et al., 2014). Estudos mostram que a cianobactéria em
fase exponencial e estacionaria de crescimento pode inibir as taxas de crescimento
de algumas espécies de microalgas verdes (Scenedesmus quadricauda e Chlorella
pyrenoidosa), enquanto que na fase de declinio foi verificado o crescimento dessas
espécies de microalgas verdes (WANG et al.,, 2017). Em relacdo a R. raciborskii,
exsudatos dessa cepa também foram registradas como potencial inibidor do
crescimento da microalga verde S. quadricauda sendo verificado taxas de inibicdo de
até 47% (KOVACS et al., 2018). Por outro lado, Le&o, Vasconcelos e Vasconcelos
(2009) encontrou pouco ou henhum efeito alelopatico envolvendo cepas toxicas de R.
raciborskii sobre a microalga verde Ankistrodesmus falcatus, exceto quando ele
utilizou cepas nao-toxicas.

O género de microalga verde Chlorella sdo encontradas em lagos, rios e aguas
marinhas, comum no mundo todo (LI et al., 2016), vem se destacando em estudos
cientificos devido a sua importancia econdmica, sendo indicada como potencial
matéria-prima para a producgéo de biocombustivel (FENG; LI; ZHANG, 2011; SAFI et



al., 2014). Muitos estudos enfatizam a capacidade de Chlorella vulgaris de absorver e
remover metais, e nutrientes responsaveis para o crescimento de outros organismos
do fitoplancton (ZNAD et al., 2018), como as cianobactérias, também podem ser
utilizadas para o tratamento biolégico de aguas residuais (LIM; CHU; PHANG, 2010).

Existe uma divergéncia nas pesquisas em relacao a resisténcia de C. vulgaris
exposto a cianobactérias. Alguns estudos mostraram que C. vulgaris é sensivel aos
aleloguimicos produzidos por cianobactérias, ocorrendo a inibicdo do crescimento e
do fotossistema (ZAC; MUSIEWICZ; KOSAKOWSKA, 2012; MA et al., 2015). Em um
estudo desenvolvido por Bartova et al. (2011) verificaram inibicdo das taxas de
crescimentos e inducdo de estresse oxidativo por cepas toxicas e ndo-toxicas de
Microcystis aeruginosa sobre Clorella vulgaris. Por outro lado, outras pesquisas
mostraram a resisténcia desses organismos (LEAO; VASCONCELOS:;
VASCONCELOS, 2009; ZAK; KOSAKOWSKA, 2015), porém ndo ha estudos que
mostrem os efeitos de R. raciborskii sobre C. vulgaris.

Diante disso, estudos que foquem na interacdo de cianobactérias com outros
membros do fitoplancton séo de extrema importancia, pois pode-se prever a resposta
de outras espécies de algas na presenca de determinadas espécies de cianobactérias
e suas toxinas. Tendo em vista que é dificil demonstrar as interacdes alelopéaticas em
estudos de campo (LEGRAND et al., 2003) estudos experimentais mostram-se de
fundamental importancia para avaliar estes processos. Objetivou-se nesse estudo
verificar os efeitos alelopaticos da cianobactéria potencialmente toxica R. raciborskii e
sua toxina sobre o crescimento da microalga verde Chlorella vulgaris.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Cultura de Raphidiopsis raciborskii e Chlorella vulgaris

A cepa da cianobactéria R. raciborskii ITEP1 foi disponibilizada pelo acervo
brasileiro no Laboratério de Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). A microalga verde Chlorella vulgaris
foi fornecida pelo Laboratério de Biotecnologia Alimentar da Universidade Federal de
Santa Catarina. A cepa utilizada de R. raciborskii € produtora de saxitoxina (STX).

Para o cultivo das espécies as cepas foram mantidas em frascos Enlermeyer
de 250 ml em meio de cultura ASM-1, com o pH ajustado para 7,8, tampados com
algodéo e gaze (GORHAM et al., 1964). A temperatura do ambiente foi estabelecida
para permanecer de 23-24°C, com luz de 40 umol m2 s -1 com lampadas fluorescentes
e fotoperiodo de 12:12. As culturas foram replicadas mensalmente na proporcéo de
1:10 no ASM-1, previamente autoclavado a 121°C, por 20 minutos.

2.2 Delineamento experimental

O experimento foi realizado em Erlenmeyer de 250 ml contendo 200 ml do meio
de cultura ASM-1, pH 7,8. O experimento foi realizado com intuito de testar a inibicdo
de R. raciborskii sobre o crescimento de C. vulgaris (figura 1). O experimento foi
mantido em condi¢Ges de temperatura (24°C), taxa luminosa (40 umol m? s 1) e
fotoperiodo 12:12 controlados na incubadora DBO.

No total foram utilizados 12 Erlenmeyers. O experimento teve a duracéo de 8
dias, sendo desmontados um conjunto de Erlenmeyers e retiradas amostras para
analises nos dias 0, 2, 4, 6 e 8 para a analise da taxa de crescimento de R. raciborskii
e C. vulgaris (WETZEL; LIKENS, 2001) e saxitoxinas.
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Figura 1. Delineamento experimental da pesquisa.
W . Cultivo individual (Controle)

Faphidiopsis raciborskii
R - = = =

Raphidiopsis raciborskii+ Chlorellavulgaris

Chiorellaviigaris

Fonte: Propria, 2020
2.3 Analise de dados
2.3.1 Taxa de crescimento

As taxas de crescimento ou velocidades de crescimento (U dia!) e o tempo de
duplicacdo de R. raciborskii e C. vulgaris foram calculadas por meio das equacdes
propostas por Wood et al. (2005):

ud™) = (In (Nt) — In(Nty)) / t — tg Td = ln.pt

Onde:
u(d?) = velocidade especifica de crescimento;
Nt = numero inicial de células por mL no tempo inicial to;
Nt = é o numero final de células por mL no tempo t.
Td = tempo de duplicacao, calculado a partir do p
2.3.2 Taxa de inibicéo

A taxa de inibic&o foi calculada a partir da equacéo seguinte:

TI = ((Nm — Nc)/Nc).100

Onde:
Tl = taxa de inibicao;
Nm = concentracédo celular (em células mL™?) no recipiente teste;
Nc = concentracgdo celular (em células mLt) no recipiente controle.
2.3.3 Densidade celular

Foi realizada a contagem de células de R. raciborskii e C. vulgaris através do
microscopio Olympus BX51 utilizando as camaras de contagem Neubauer. As
medidas para o volume celular foram realizadas através do Software Zen. Com o

resultado desses dados foi calculado a biomassa da espécie através do biovolume
(HILLEBRAND et al.,1999). A curva de crescimento da cianobactéria foi tragada com
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os dados de densidade e volume celular, a partir do biovolume. A porcentagem de
contribuicao relativa (%) das cepas foi calculada a partir do biovolume total das
espécies, a fim de estimar a porcentagem de contribuicdo de cada espécie durante a
interacdo ao longo dos dias do experimento.

2.3.4 Anélise de saxitoxina

As andlises de saxitoxina total foi determinada pelo método Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay (ELISA), utilizando kits em placas Abraxis, Inc (Warminster,
Pa), seguindo as instru¢des do fabricante. Para a extragao da toxina foram realizados
trés séries de congelamento e descongelamento das amostras em temperatura -40°C.
As analises foram realizadas com auxilio de um leitor de microplacas ASYS A-5301
(ASYS Hitech GmbH Eugendorf, Austria).

2.3.5 Andlise estatistica

A Analise de Variancia (ANOVA) e o Teste de comparacdes Mdltiplas (TUKEY)
foram utilizados para verificar a diferenca no crescimento de C. vulgaris e R. raciborskii
entre os tratamentos, entre os dias, e as concentracdes de toxinas presente. Para a
avaliagdo da normalidade e homocedasticidade foram utilizados os testes
Kolmogorov-Smirnov e Levene. Todas as andlises foram realizadas considerando o
nivel de significAncia de 5%, pelo programa R Software. Os graficos foram construidos
a partir do Microsoft Excel e Microsoft Power Point.

3 RESULTADOS

A partir dos resultados obtidos no experimento foi possivel verificar diferencas
significativas no biovolume (F1=13.54; p<0,01), dias (F4=5919.51; p<0,01) e interacdo
do biovolume com os dias (F4= 51.82; p<0,01). Observou-se que o biovolume da alga
verde Chlorella vulgaris apresentou diferenca a partir do quarto dia de estudo,
apresentando maior biovolume em cocultura com a cianobactéria Raphidiopsis
raciborskii no dia 4 e 8, chegando a 181,82 mm3 no dltimo dia, em relacdo a cultura
pura, com 168,51 mm? no Ultimo dia. Verificou-se que o biovolume da cianobactéria
também apresentou diferenca significativa (F1=721.11; p<0,01) com o controle a partir
do quarto dia, porém o menor biovolume da cianobactéria foi observado em cultura
conjunta com a alga verde, chegando a 69,19 mm3 no ultimo dia de experimento
enguanto o controle de R. raciborskii apresentou 135,75 mm? no oitavo dia.

A partir do quarto dia a microalga verde, Chlorella vulgaris, contribuiu com a
maior porcentagem celular nos tratamentos com cocultura como podemos observar
no grafico da figura 3, chegando no oitavo dia com 69% da contribuicdo relativa,
enguanto a cianobactéria apresentou 31%.
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Figura 2. Biovolume de Chlorella vulgaris e Raphidiopsis raciborskii em cultura pura
e cocultura. O simbolo “*” foi utilizado para representar a diferenca entre o biovolume
de R. raciborskii na cultura pura e a conjunta, enquanto o “*” foi utilizado para

representar a diferenca entre o biovolume de C. vulgaris na cultura pura e a conjunta.
%

200 -

1

150

100 ~
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Figura 3. Contribuicado relativa (%) de individuos de Chlorella vulgaris e Raphidiopsis
raciborskii durante os dias de experimento.
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Fonte: Propria, 2020

Em relagcdo a taxa de crescimento, foi notada diferenca significativa no
crescimento (Fi1= 0,203; p<0,01), dias (Fs= 85.127; p<0,01) e diferenca na interagdo
de taxas de crescimento com os dias (Fs= 345.178; p<0,01) (figura 4). A microalga
verde C. vulgaris apresentou diferenca significativa a partir do segundo dia de
experimento, apresentando o maior crescimento no controle. Entretanto, no quarto dia
o tratamento com a cultura mista apresentou maior crescimento de C. vulgaris (1,22
dia') em relagcdo ao controle (0,19 dia?). No sexto dia o maior crescimento de C.
vulgaris ocorreu no controle (1,00 diat). Diferentemente da C. vulgaris, a cianobactéria
R. raciborskii apresentou diferenga significativa (Fi= 3.111; p>0,01) do controle
apenas para o segundo e oitavo dia. No segundo dia o crescimento da cianobactéria
foi maior na cultura controle quando comparada a cultura mista, com 0,72 dia 1. Ja no
oitavo dia, a maior taxa de crescimento para R. raciborskii foi observada na cultura
mista (0,48 dia?).

Na tabela 1 pode-se observar a velocidade de crescimento (inicio e fim do
experimento) e o tempo de duplicacdo das espécies em monocultura e na cultura
mista. A C. vulgaris apresentou maior velocidade de crescimento e menor tempo de
duplicacéo na cultura mista, 0,493 + 0,005 dia ' e 2,02 + 0,03 dia *, respectivamente.
A microalga verde também apresentou a maior velocidade de crescimento e menor
tempo para duplicacdo que a cianobactéria durante o experimento, enquanto a
cianobactéria apresentou velocidade e tempo de duplicacdo, 0,464 + 0,041 dia te
2,17 + 0,17 dia 1, respectivamente, no tratamento controle.
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De acordo com os dados de taxa de inibicdo (figura 5), a C. vulgaris so foi
inibida pela cianobactéria no segundo e sexto dia de experimento, no dia 4 houve
estimulo para o crescimento (-266,38%). A R. raciborskii foi inibida no tratamento em
conjunto com a alga verde a partir do segundo dia de experimento, sendo que o sexto
dia apresentou a maior inibicédo (80,26%).

Figura 4. Gréafico de taxa de crescimento (dia?l) de C. vulgaris e R. raciborskii em
cultura pura e cultura conjunta. O simbolo “*” foi utilizado para representar a diferenga
entre a taxa de crescimento de R. raciborskii entre a cultura pura e a conjunta,
enquanto o “*” foi utilizado representar a diferenga entre a taxa de crescimento de C.
vulgaris entre a cultura pura e a conjunta.
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Figura 5. Grafico representando a taxa de inibicdo de Chlorella vulgaris em cocultura
com Raphidiopsis raciborskii e Raphidiopsis raciborskii em cocultura com Chlorella
vulgaris.

—

T O

o O O
| | |

N

m

_

S

o O
| |

Taxa de inibi¢ao (%)
(]

-150 -
-200 -
-250 ~
-300 -

0 2 4 6 8
Dias
NR. raciborskii com C. vulgaris C. vulgaris com R. raciborskii
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Tabela 1 — Velocidade de crescimento dos microrganismos durante o periodo de
experimento e tempo de duplicacéo (Td).

Chlorella vulgaris Raphidiopsis raciborskii
Tratamentos i (dia?) Td (dia) i (dia?t) Td (dia)
Monocultura 0,483 £ 0,008 2,06 £ 0,04 0,464 + 0,041 2,17 +0,17

Culturamista 0,493 + 0,005 2,02 +0,03 0,371 £ 0,043 2,73+0,31

Fonte: Elaborada pelo autor, 2020

De acordo com os resultados verificou-se que ndo houve diferencas
significativas na producéo de saxitoxina (F1= 0,313; p=0,058), porém houve diferencas
entre os dias (F4= 51.347; p<0,01). No dia 6 a maior concentracao de saxitoxina foi na
monocultura de R. raciborskii (p<0,05) (figura 6). Foi possivel observar que no dia 8 a
maior concentracdo de STX estava presente no tratamento de R. raciborskii com a
presenca da alga verde, com 7,67 upg/L, em relacdo ao tratamento controle a
concentracéo foi de 6,06 pg/L.
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Tabela 2 — Resultados ANOVA fatorial mostrando os resultados entre o tipo de cultura, tempo de cultura e interacéo tipo de cultura

com o tempo de interagcdo sobre o biovolume, taxa de crescimento, taxa de inibicdo e concentragcdes de saxitoxina de R. raciborskii
e C. vulgaris, df= graus de liberdade, ns= n&o significativo.

Biovolume Taxa de crescimento Taxa de inibicéo o
. i . i . . ) ) . df Saxitoxina
Fatores df C. vulgaris R. raciborskii  df C. vulgaris R. raciborskii C. vulgaris R. raciborskii
F P F p F P F P F p F p F P
Tipo de cultura 1 13,5 <0.01 721,1 <0.01 1 0,203 0,6 3,1 ns - - - - 1 03 Ns
Dias 4 59195 <0.01 7886 <001 3 851 <0.01 14 ns 164,3 <0,01 16,6 <0,01 4 513 <0,01
Tipo de

_ 4 151,8 <0.01 137,2 <0.01
cultura: Dias

3 3451 <0.01 20,2 <0,01

- - - - 4 45 <0,01

Fonte: Elaborada pelo autor, 2020
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Figura 6. Grafico de concentracdo de saxitoxina (STX) produzida por Raphidiopsis
raciborskii nos tratamentos com e sem Chlorella vulgaris.
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4 DISCUSSAO

A partir dos dados obtidos pbdde-se observar que a cianobactéria
potencialmente produtora de toxinas, Raphidiopsis raciborskii, ndo influenciou
negativamente na taxa de crescimento e no biovolume da microalga verde Chlorella
vulgaris que apresentou a maior taxa de crescimento e biovolume no tratamento de
cocultura, apresentando crescimento exponencial durante o tempo de estudo. R.
raciborskii teve a menor taxa de crescimento e biovolume no fim do experimento no
tratamento com C. vulgaris, resultado semelhante ao encontrado em estudo realizado
por Bittencourt-Oliveira et al. (2015) com outra espécie de cianobactérias e microalga
verde. As taxas de crescimento da cianobactéria Microcystis aeruginosa quando
cultivada em meios de culturas condicionados a alga verde Scenedesmus obliquus
em concentracdes diferentes foram menores que a do controle, enquanto houve um
efeito positivo no crescimento da microalga verde.

Estudos observaram que em experimento de produtividade, a taxa de
crescimento de C. vulgaris foi o dobro da taxa de crescimento de cianobactérias
testadas (0,6 dia') (MENDEZ et al., 2015). Da mesma forma, observamos no nosso
trabalho que a microalga verde apresentou uma maior velocidade de crescimento e
menor tempo de duplicacdo durante o experimento.

Apenas no segundo e sexto dia foi possivel observar a inibicdo de C. vulgaris
pela cianobactéria, no restante dos dias de experimento foi observado o efeito
estimulador. Ma et al. (2015) observou que C. vulgaris foi inibida por cianobactéria (M.
aeruginosa) em temperaturas acima de 25°C e estimulada em 20°C, sugerindo que a
temperatura influenciava na inibigéo, contrariamente nosso experimento foi realizado
na temperatura de 24°C e C. vulgaris sofreu acdo de estimulo no seu crescimento.
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Zak; Musiewicz e Kosakowska (2012) também observaram a inibicdo de C. vulgaris
em cocultura e filtrados da cianobactéria Anabaena viribialis em experimento. No
entanto, ndo foram encontrados dados sobre experimentos de cocultura ou filtrados
com Raphidiopsis raciborskii. Além disso, Chlorella vulgaris parece ser resistente a
outros organismos fitoplanctonicos além de cianobactérias, tais como diatomaceas e
dinoflagelados (ZAK; KOSAKOWA, 2016).

A R. raciborskii sofreu inibicdo pela microalga a partir do segundo dia de
experimento. Chen e Guo (2014) mostraram que outra espécie de cianobactéria (M.
aeruginosa) foi inibida quando cultivada com outra espécie de alga verde. Além da
inibicdo causada, houve efeito positivo no crescimento da alga verde quando cultivada
com a cianobactéria.

Chlorella vulgaris néo foi inibida por R. raphidiopsis mesmo sendo exposta a
cianotoxinas. Estas toxinas sintetizadas por cianobactérias podem ocorrer tanto
intracelular quanto extracelular (MOHAMED, 2017), sendo liberadas no meio
extracelular por senescéncia ou lise celular e podendo entrar em contato com outros
organismos presentes no ambiente (GHOBRIAL; NASSAR; KAMIL, 2015). Entretanto,
0S motivos pelos quais as cianobactérias produzem essas toxinas ainda ndo sao tao
conhecidos, mas trabalhos apontam que seja um mecanismo de defesa contra outros
organismos fitoplanctonicos e do pastoreio pelo zooplancton (BITTENCOURT-
OLIVEIRA et al.,, 2015). Esses compostos quimicos podem ser uma adaptacao
desenvolvida para prejudicar os organismos concorrentes, tendo em vista que 0s
autotrofos aquaticos competem por recursos, tais como luminosidade, nutrientes e
espaco fisico (GROSS, 2003).

No presente trabalho foi possivel observar que a maior concentracdo de STX
foi produzida em cocultura, chegando no oitavo dia com 7,67 pg/L. Entretanto, como
podemos observar anteriormente essa quantidade de STX nao foi suficiente para
promover a inibicdo da microalga verde no nosso estudo. Bittencourt-Oliveira et al.
(2016) sugeriram que a toxicidade pode depender da concentracdo de STX. No
entanto ressaltamos a importancia de estudos de R. raphidiopsis exposta a outras
espécies fitoplanctdnicos, uma vez que a STX € uma neurotoxina potente que vem
sendo relacionada a intoxicagdo animal aguda, podendo causar a paralisia
respiratoria, e mortalidade de mamiferos, além de ser bioacumulada nos organismos
e transferida para niveis troficos superiores (BURATTI et al., 2017; HUANG; ZIMBA,
2019), porém os estudos sobre essa toxina ainda sdo escassos em comparacao com
outros grupos de toxinas (CHRISTENSEN; KHAN, 2020).

Muitos estudos sugerem que as algas verdes possuem uma certa resisténcia
para algumas toxinas produzidas por cianobactérias (BABICA et al., 2007; BARTOVA
et al., 2011; BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2016). N&ao foram encontrados estudos
utilizando Chlorella vulgaris em interacdo com STX, no entanto para outras toxinas
foram realizados estudos. Em estudo realizado por Campos et al. (2013), foi possivel
observar que a C. vulgaris foi resistente a exposicao de cilindrospermopsina (CYN) e
microcistina-LR (MC-LR) purificada em altas concentragbes, aumentando o
crescimento nas concentragdes de 5,0, 18,4 e 179,0 pg/L. Essas concentragdes sao
maiores as encontradas em condigbes ambientais, cerca de 1-10 pg/L (BABICA et al.,
2007). Em contrapartida, Pinheiro et al. (2012) expuseram que CYN inibiu o
crescimento de C. vulgaris em 8,5 e 16,7 pg/L, mas MC-LR a 37,3 ug L* estimulou o
crescimento da microalga apds o sétimo dia de experimento. Com isso sugerimos que
trabalhos experimentais futuros possam avaliar diferentes concentracbes de STX
sobre Clorella vulgaris afim de verificar se a auséncia de efeitos inibitérios sobre esta
alga € mantida.
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A alelopatia pode ser um processo pouco frequente quando a cianobactérias
estd com baixa densidade de células (LEAO; VASCONCELOS; VASCONCELOS,
2009). A poténcia dos aleloquimicos depende da densidade celular das espécies
envolvidas, tanto para a produtora dessas substancias quanto para a espécie
receptora (GRENELI et al., 2008). Estudos de experimentos in vitro S0 essenciais
para ajudar a compreender a dindmica dos componentes do grupo de fitoplancton que
nao conseguimos analisar nos ecossistemas, pois varios fatores podem influenciar o
comportamento desses organismos in situ (GROSS, 2003).

Este estudo trouxe dados relevantes sobre a interacdo da cianobactéria
potencialmente toxica R. raciborksii com a microalga verde C. vulgaris in vitro, tendo
em vista que essas espécies sdo comumente encontradas nos ecossistemas
aquéticos tropicais, ajudando a compreender a interagdo desses organismos nesses
ambientes (LI et al., 2016). A C. vulgaris € um produtor primario importante para 0s
ecossistemas aquéticos, tendo em vista que serve de alimento para espécies de
zooplancton e peixes (LURLING, 2003) e seria um impacto negativo relevante no
ambiente caso esta microalga fosse prejudicada por R. raciborksii. Além da sua
importancia econémica como produtora de biocombustivel (LI; XU; WU, 2007), na
industria alimenticia (SAFI et al., 2014) e na biorremediacdo de aguas residuais (LIM
et al., 2010; ZNAD et al., 2018).

Nesse estudo podemos observar que houve inibicao da cianobactéria produtora
de toxina pela microalga verde Chlorella vulgaris. Estudos apontam que C. vulgaris €
produtora de substancia alelopatica chamada clorelina, substancia essa, capaz de
inibir o crescimento de outros organismos fitoplanctdénicos (PRATT; FONG, 1940;
FERGOLA et al.,, 2007; SONG et al., 2013). No entanto, ndo possuimos dados
suficientes para afirmar que o motivo da inibicdo de R. raciborskii foi ocasionada pela
presenca desse composto quimico, no entanto sugerimos estudos futuros que
abordem estes compostos alelopaticos na inibicao de cianobactérias por algas verdes,
ou mais especificadamente, por Chlorella vulgaris.

5 CONCLUSAO

Diante dos resultados expostos podemos concluir que a cianobactéria
potencialmente toxica Raphidiopsis raciborskii e a saxitoxina produzida nédo tiveram
influéncia negativa no crescimento da microalga verde Chlorella vulgaris. A microalga
verde se mostrou resistente a toxina produzida pela cianobactéria. Entretanto, a
cianobactéria se mostrou sensivel a presenca de C. vulgaris. Desse modo, se faz
necessario estudo complementares desses organismos em campo para explorar suas
interacBes com a influéncias ambientais.
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